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1. INTRODUCCION

En nuestro pais existen diferentes subproductos considerados desechos que
se forman como 1esultado de ia actividad agricola o agroindustrial; los principales
son el bagacillo de cafia de azicar, la cdscara de limén y de naranja, la pulpa de
henequén y de remolacha, entre otros. Estos subproductos constituyen un basto
recurso natural que debido a su composicidn quimica (cetulosa hemicelulosa,
pectina, lignina, etc.), a su abundancia y biodisponibilidad podrian ser utilizados
como materia prima en procesos biotecnodégicos para la obtencidén de enzimas,
proteinas, compuestos quimicos, entre otros,

Las pectinasas conforman un complejo multienzimatico donde participan
distintas enzimas para degradar a las sustancias pécticas. Existen enzimas como
las endo-pectinasas que son de tipo inducible y por lo tanto requieten la adicion de
pectina o algin sustrato que la contenga para estimular su biosintesis. En México,
un subproducto abundante producido por la industrializacién del lindn, es su
cascara, la cual tiene un alto contenido de pectina, por lo que se ha considerado
como un buen inductor y sustrato para la produccidén de estas enzimas. Las
enzimas pectinoliticas tienen mucha importancia en la industria de alimentos
durante el procesamiento de frutas y vegetales, pafticularmente en la elaboracion
de jugos de fruta. Actualmente en nuestro pais, el mercado de las pectinasas en
esta industria va en aumento y existe gran interds en producirlas, ya que hoy en dia
las enzimas pectinoliticas que son utilizadas son importadas, a pesar que este pais
es uno de los principales productores de limén y cuenta con grandes cantidades de

cascara de limén,



Las sustancias pécticas estdn constituidas por una cadena lineal de
moléculas de acido gatacturénico unidas por eniaces glicosidicos a-1,4 en donde,
de mayor a menor grado, los grupos carboxilo constituyentes estan esterificados
con metano!l. Debido a la complejidad de estos sustratos poliméricos, se requierc
de varios tipos de enzimas pectinoliticas, las cuales se clasifican de acuerdo a su
foma de atacar al sustrato, en dos grandes grupos: pectinesterasas (PE) y
despolimerasas. Las PE rompen enlaces éster removiendo los grupos metoxilo
preéentes en el carboxilo del dcido galacturdnico y las despolimerasas rompen
enlaces glicosidicos 1,4 de la cadena principal de pectina ya sea por hidrélisis
(poligalacturonasas PG) 6 por B-eliminacién (pectina liasa PL).

Estas enzimas son producidas por bacterias, levaduras, hongos y plantas
Dependiendo del tipo de enzima y del organismo que las produzca, su localizacién
puede ser intracelular, extracelular o periplasmdtica, sin embargo en hongos es
muy comin que sean extracelulares

Desde ¢l punto de vista comercial los hongos filamentosos, en especial del
género Aspergillus, son los més empleados para la produccién de pectinasas,
debido a que sus enzimas son extracelulares y producen principalmente
endopoligalacturonasas las cuales tienen mayor aplicacién en la industria de
alimentos, por su capacidad de facilitar la precipitacion de las sustancias pécticas,
disminuir la viscosidad de los jugos de {rutas y en particular para la clarificacion
del jugo de manzana.

Con el fin de aislar, seleccionar y posteriormente mejorar hongos
filamentosos que estén adapiados naturalmente a crecer en lugares donde se
producen desechos lignoceluldsicos come cdscara de limon, bagacillo de cafia y

pulpa de henequén, se tomaron muestras de suelo y desechos descompuestos en
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diferentes zonas del pais. A partir de una de ellas, proveniente de una zona
henequenera del estado de Yucatan, se aisld y selecciond un hongo filamentoso
denominado Aspergiflus sp. CH-Y-1043, en el cual se ha identificado una
actividad constitutiva cxo-PG y cuatro actividades pectinoliticas extracelulares
diferentes (pectinasas tipo endo y exo, PL y PE), cuando es cultivade en pectina &
en desechos lignocelulosicos. Ademds, este microorganismo tiene la capacidad de
producir tres o cuatro veces mas actividad endopectinolitica cuando es
desarrollado sobre cascara de limén que cuando se cultiva en pectina bajo las
mismas condiciones. Por otro lado, esta cepa ha demostrado tener potencial para
la produccién de pectinasas a mayor escala, ya que tiene pocos requerimientos
nuiricionales, produce mayor actividad endo-PG a 37°C que a 29°C y la méxima
produccion de estas enzimas se lleva a cabo en valores extremos de pH (2 8), el
cual perse pucde inhibir el crecimiento bacteriano.

Los fendmenos tegulatorios ejercidos sobre la biosintesis de las pectinasas
producidas por Aspergifius sp. CH-Y-1043 han sido estudiados adicionando
diversos compuestos al medio de cultive para interpretar su efecto {isioldgico a
través del incremento, la dism{nucién o desaparicion de la actividad pectinolitica.
De esta manera fue establecido que estas enzimas son inducibles por pectina y
pectato, pero adn no se conoce el inductor o los inductores directo(s). En general,
los inductores son moléculas pequefias que provienen de la degradacién del
sustrato polimérico, que disparan la produccién de las enzimas necesarias para la
degradacion del mismo y es bastante comiin que en estas circunstancias, la sintesis
de una enzimsa inducible se multiplique varias veces. De ahf la importancia del
estudio de formas de favorecer las condiciones para obtener una mayor induccién

o estimulacion de las pectinasas.



En Aspergillus sp CH-Y-1043, se¢ ha encontrado un efecto estimulador
sobre la produccion de la actividad pectinolitica cuando se adiciona 4cido
galacturénico {AG) al medio de produccion con pectina como principal fuente de
carbono. El efecto estimulador se detectd bdsicamente sobre la produccidn de la
actividad tipo endo-pectinolitica, con un incremento hasta del 100%. Estos datos
hacen interesante el andlisis del efecto de la adicion del AG, pero utilizando
cascara de limoén como fuente de carbono, ya que como fue mencionado
anteriormente, ¢l hongo produce mayor cantidad de enzimas pectinoliticas en este
sustrato. De encontrarse alguna estimulacidn se deberia favorecer la produccion de
endo-pectinasas a mayor escala aprovechando un subproducto, renovable,
abundante, disponible y ne toxico, como es la cascara de limon.

Por estas razones en este laboratorio se tiene interés en explorar si existe
estimulacion por la adicién de AG sobre la produccion de enzimas péctinoliticas,

cuando la cepa de Aspergillus sp. CH-Y-1043 es cultivada en cascara de limon.



OBJETIVO

Evaluar la produccién de pectinasas extracelulares tipo endo por
Aspergillus sp. CH-Y-1043 cultivado bajo diferentes condiciones en medio

minimo, con cdscara de limén, cuando se adiciona acido galacturdnico,

HIPOTESIS

El acido galacturénico (AG) es capaz de estimular la produccién de
endopectinasas extracelulares de Aspergifius sp. CH-Y-1043, cuando se cultiva

sobre cdscara de limon.



II. ANTECEDENTES

SUSTANCIAS PECTICAS

Las sustancias picticas forman un grupo de polisacéridos que junto con la
celulosa v la hemicelulosa, son los componentes mas abundantes de las plantas, se
encuentran localizadas en la lamela media de las células vegetales y tienen como
funcion la adhesién celular, contribuyendo a dar estructura y firmeza a los tejidos
vegetales. En el caso de la pectina citrica su peso molecular es aproximadamente

de 23,000 2 71,000 Daltones { Luh y Phaff, 1951, Porwal y Chakravarli, 1970).

Las sustancias pécticas se emplean en la industria alimentaria para la
elaboracién de mermeladas v jamones, mieniras que en la industria farmacéutica
se utilizan como aditivos en los medicamentos por su accion detoxificante,
hemostitica v antifibrinolitica (Voragen et al., 1995). Tambien son utilizadas, en
ésta industria, como lubricante intestinal (Fogarty y Kelly, 1983)
Estructuralmente &stas sustancias forman una cadena lineal de moléculas de acido
galacturdnico, unidas por enlaces glicosidicos o-1,4. en donde algunos o todos los
grupos carboxilo constituyentes pueden estar esterificados con metanol. A esto
tltimo se fe conoce como grado de esterificacion (DE) de las sustancias pécticas.
Asi la pectina sc subdivide en base a su grado de esterificacion, en pectinas de
alta metoxilacion cuando su grado de esterificacion (DE) cs mayor del 50%, y de

baja metoxilacion , si su DE es menor del 50% (Be Miller, 1986). Se ha reportado



que si menos del 10% de grupos carboxilos estan metoxilados se denomina

entonces acido pectico o poligalacturdnico (Voragen et al., [995).

Se ha descrito que ¢l DE en la pectina depende tanto de la especie de los
vegetales de donde se extrae, como de los tejidos y madurez del vegetal; pero en
general las sustancias pécticas en la naturaleza contienen del 60 al 90 % de
esterificacion.

El DE inftuye en la solubilidad de la pectina y por tanto en la firmeza y cohesion

de los tejidos vegetales, un DE reducido provoca mayor cohesion en los tejidos.

Dentro de las sustancias pécticas ha sido identificada la presencia de dos
tipos de regiones: 1) regiones no sustituidas que contienen exclusivamente
unidades de acido galacturdnico metoxilado o no metoxilado que son facilmente
degradadas por pectinasas y 2) regiones altamente sustituidas liamadas “hairy” que
son mas dificiles de degradar. En las regiones hairy la L-ramnosa es el sustituyente
mas abundante que se encuentra unida a la molécula del galacturonato por enlaces
o-1,2. Las ramnosas, unidas a la cadena principal de las sustancias pécticas
constituyen los ramnogalacturonanos en donde han sido identificados varios
aziicares como la L-arabinasa, D-galactosa, D-xilosa y L-fucosa (Voragen et al,,

1995 y Pilnik y Voragen, 1953).



PECTINASAS

Las pectinasas son un grupo de enzimas por lo general extracelulares que
tienen accidon degradativa sobre las sustancias pécticas, intervienen en la
patogénesis de plantas, ya que s¢ ha demostrado que los hongos, primero secretan
éstas enzimes para degradar el tejido de los vegetales y posteriormente entrar y
colonizar las células vegetales ( Visser y Voragen, 1996).

Estas enzimas se clasifican, por la forma del sustrato que
degrada, en dos grupos: a) Pectinesterasas y B} Despolimerasas.
A) Las pectinesterasas (PE) rompen enlaces ester removiendo los grupos
metoxilos presentes en el carboxilo del acido galacturonico dando como producto

final acido poligalacturdnice y metanol.

o o ﬁ) I(l)
C—0—Chy 0—0—Chy | o Lo
° 9 - PE o o ,
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B) Las despolimerasas rompen enlaces glicosidicos a-1,4 de la cadena principal
de la pectina actuando de dos maneras:
1. Por hidrdlisis incorporando una molécula de agua a la pectina Estas enzimas
son llamadas
POLIMETILGALACTURONASAS (PMG), si actuan sobre pectina &

POLIGALACTURONASAS (PG), si actuan sobre acido poligalacturdnico



G—0—CH, C—0—CH, C—0—CH, O 0— CH,
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ACIDO GALACTURONICC
PECTINA

2. Por B-eliminacién, formando un doble enlace entre los atomos de carbono 4 y
5dela molécula del galacturonato en la pectina, &stas enzimas se
denominan POLIMETILGALACTURONATO LIASAS (PMGL), st actudn
sobre pectina y POLIGALACTURONATOLIASAS (PGL) si actuan
sobre  Acido  poligalacturdnico, tambien es comin que sean nombradas

PECTINA LIASAS (PL) (Pilnik y Voragen, 1993).

I I
0— o CHa cro—— CH; C—0——CHy C—0—CH,
P 0 0 -
="K oH + oH o
OH H
OH OH

AC GALACTURONICO PRODUCTD INSATURADO
PECTINA
Asi mismo, todas las pectinasas mencionadas se subdividen en base a su
sitio de accion, es decir si actuan scbre el extremo no reductor de la molécula de

pectina o acide poligalacturdnico, se denominan de tipo “exo” y si actuan



aleatoriamente dentro dc éstas moléculas poliméricas se nombran de tipo “endo”

(Fogarty y Kelly, 1983},

Voragen y Pilnik (1969), sugirieron que la velocidad de reduccidn de la
viscosidad, con Ia velocidad de incremento en grupos reductores (rompimiento de
uniones glucosididas), podria ser usado para distinguir entre las enzimas
hidroliticas tipo “endo” y “exo”. Se hizo notar que un 50% de reduccion en la
viscosidad, acompafiada por un incremento de reductores entre el 2% y 3%, indica

una enzima tipo “endo”, en tanto que un resultado de 10% o mas de reductores

indica una enzima tipo “exc”.

Se han identificado otro tipo de enzimas que participan en la degradacidn
de 1as sustancias pécticas, éstas son las OLIGOGALACTURONASAS (OGL) que

actuan sobre oligdmeros o dimeros de sustancias pécticas.

Como puede entenderse las pectinasas forman todo un sistema

multienzimatico listo para degradar hasta el mds complejo sustrato péctico



APLICACION DE LAS PECTINASAS
Las pectinasas son enzimas que sc utilizan en diversos tipos de industrias
para diferentes procesos A continuacion se mencionan algunas de las aplicaciones

mas relevantes de éstas enzimas a nivel industrial.

e ENILAINDUSTRIA DE ALIMENTOS

La adicién de enzimas pectinoliticas a los jugos frutales, o bien a las frutas
trituradas antes de su prensado, es actualmente una prictica usual en muchas
industrias alimenticias. Las pectinasas se utilizan en ¢sta industria para:
Clarificacién v Brillantez. Debido al tamaflo, carga y estructura de la pectina,
estas tienden a formar micelas y hacen que se presenten fendémenos de adsorcidn.
Asi todas las particulas insolubles que estdn presentes en los jugos se diseminan
dando como resultado turbiedad. Cuando las pectinasas entran en accidn,
conviertan a las micelas en materiales solubles. El soporte que mantenia dispersas
a las otras particulas no solubles es eliminado, y estas se precipitan al fondo. El
liquido se clarifica y ademas, la disolucion de los productos de ta despectinizacidn
determinan una brillantez muy notable (Fogarty y Kelly, 1983; Pilnik, 1982).

Eliminacién de problemas de filtracidn, Precisamente, por el hecho de que la

pectina convierte a los jugos, mostos, etc. en suspenciones coloidales de alta
viscosidad es que resulta dificil filtrarlos. Ademés, las grandes particulas de ese
polisacarido tapan répidamente los poros del filtro. Si la degradacién producida

por el proceso enzimético reduce tanto las particulas de la pectina como la



viscosidad del liqudo es fAcil comprender que la filtracién se facilite (Fogarty y

Kelly, 1983; Velasco, 1968).

Mejor Extraccién del color para elaboracion de vinos. Como las pectinasas

rompen las uniones celulares de compuestos presentes en la cascara de uva, el
liquide solvente puede llegar a establecer mejor contacto con los pigmentos y se
produce una mayor extraccién del color. Ademds, el sabor y bouquet son més
finos, suaves y agradables en los vinos tratados con estas enzimas (Fogarty y
Kelly 1983; Velasco, 1968).

Reduccién del tiempo de fermentacién. El hecho de que los mostos se

enriquezcan con materiales fermentables (unidades de dcido galacturdnico &
polimeros de &1 no muy grandes) permite un mayor desarrollo de las levaduras, las
cuales realizan mejor su labor. La reduccion de la viscosidad del mosto también
facilita la tarea de los microorganismos. Asi como la expulsion del bioxido de

carbono producido.

o ENLAINDUSTRIA TEXTIL

Durante el enriado de algunas fibras textiles las pectinasas desdobian los
materiales pécticos presentes entre las fibras de celulosa, reduciendo su dureza ¥
facilitando de esta forma la desfibracidn del lino (Linwm usitatissimo), el caflamo
(Cannabis sativa), y el yute (Corchorus sp), ( Deuel y Stutz, 1958; Fogarty y

Ward, 1974; Rombouts y Pilnik, 1980).



s ENOTRAS INDUSTRIAS

Las pectinasas, son empleadas en la fermentacion del fruto del café, de fa
cocoa y las hojas del tabaco ( Deuel y Stutz, 1958, Rombouts y Pilnik, 1980,
Taylor y Richardson 1979)

En la preservacidn de maderas las enzimas pécticas son empleadas para

aumentar la permeabilidad de los preservadores (Fogarty y Ward, 1974, Rombouts

v Pilnuk, 1980).



MICROORGANISMOQS PRODUCTORES DE PECTINASAS

Existe una gran variedad de organismos microscopicos y macroscopicos
capaces de producir pectinasas, entre los cuales destacan: bacterias, hongos,
levaduras y plantas (Pilaik y Rombouts, 1981), sin embargo se ha comprobado
que no existe un orpanismo en la naturaleza, capiz de producir todas las

actividades pectinoliticas que se han reportado por separado.

Las bacterias comunmente producen PGL y solo algunas PGy PE, como
es el caso de Clostridium multifermentans y Erwinia carotovora (Fogarty y
Ward, 1974).
Los hongos en cambio producen una mayor variedad de actividades pectinofiticas
y algunos producen hasta tres o cuatro actividades diferentes como es ¢l caso de

Aspergilius niger (Fogarty y Ward, 1974).

Desde un punto de vista comercial los hongos filamentosos y algunas
levaduras son preferidos en la industria. Las principales razones se resumen como
sigue:

s Los hongos producen pectinasas de forma extracelular, lo cual presenta
ventajas para su recuperacion del caldo de fermentacion (Fogarty y Ward
1974). La cantidad de enzimas que son secretadas fuera de la célula, es limitada
v por lo tanto es relativamente mas facil ai‘slarlas de una mezcla de proteinas,
ademds este tipo de enzimas presentan una estructura mas compacta y son

menos suceplibles a la desnaturalizacion
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e Fl pH y la temperatura optima de actividad de éstas enzimas, son similares a
las condiciones de uso en  la elaboracion de jugos de frutas (Fogarty y Ward
1974).

e Los hongos producen principalmente endopoligalacturonasas, que son las
enzimas de mayor aplicactdn a nivel industrial, por su capacidad de disminuir

la viscosidad.

La produccidn comercial de las enzimas pectinoliticas se lleva acabo
esencialmente con especies del género Aspergillus, siendo Aspergillus niger
une de los mas utilizados porque produce mayor cantidad de endo-
poligalacturonasas (endo-P) y wna mezcla de pectinasas que facilitan la
degradacion de la pectina { Whitaker, 1990), pués hay que recordar que la pectinla,
presente en la natwaleza, contiene regiones dentro de su polimero que pueden
estar o no metoxiladas, por lo que se requiere tanto de PMG, como de PG para

lograr una total degradacion.



REGULACION EN LA PRODUCCION DX ENZIMAS

En su habitat natural, la célula se enfrenta a una diversidad de fuentes
potenciales de energla. La supervivencia de una especic en ésie ambiente
competitivo ha resultado de su capacidad para adaptarse a su medio ambiente; al
hacetlo se produce la maquinaria enzimatica necesaria para la degradacion de una
amplia gama de compuestos organicos. Esta maquinaria se encuenira regutada por
mecanismos que responden directa o indirectamente al medio ambiente.

Las enzimas involucradas en el catabolismo de clertos compuestos pueden
ser sintetizadas solo cuando estd presente cl sustrato correspondiente, o bien
sustratos analogos, &stos ltimos son aquellos que fa enzima no ataca pero inducen
su produccion, éstas sustancias andlogas son mejor conocidas como inductores
Generalmente el inductor es un sustrato del sistenia enzimatico, pero en algunos
casos puede ser el producto de la reaccion, como ocurre en las enzimas que
degradan polimeros, aunque también existen sustancias quimicas relacionadas con
el inductor que estimulan la produccion enzimatica pero que no son
metabolizables, a los cuales se les conoce como: “inductores gratuitos”. El modelo
para explicar el fenémeno de induccién consiste en que se produce una proteina
denominada represor, la cual bloguea el gene operador e impide que la polimerasa
del 4cido ribonucleico transcriba el mensaje contenido en esa fraccion de ADN
(Jacob y Monod, 1961). Por el contrario una vez que se adiciona un inductor al
sistema, éste se une al represor previniendo su unién al operador y resultando con
ello la traduccion de los genes estructurales y la formacién de las enzimas
involucradas. Existen varios ejemplos de enzimas que dependen de éste sistema de

regulacion como por ejemplo las involucradas en el catabolismo de los
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carbohidratos, lactosa (lac) {Bourgeois, 1971), y arabinosa (aia), (Englesberg vy
Wilcox, 1974), asi come del aminodcide L-triptofano (trp) (Mormo v Snell, 1967).
Gracias al proceso de induccioa, las enzimas son rapidamente formadas cuando se

necesitan.

Otre mecapismo que regula la produccion enzimatica es la represion
catabdlica, en la cual la sintesis de una enzima es suspendida cuando se ofrece al
organismo upa fuente de energia catabolizable, es decir, el crecimiento del
microorganismo ocuire con la fuente de cnergia mas facil de metabolizar, a {in de
evitar el gasto de energia, por sintetizar enzimas necesarias para degradar sustratos
mas complejos. Un ejemplo tipico de represion catabolica es el efecto negativo
que ¢jerce la glucosa sobre [a sintesis de beta-gdlactosidasa en Escherichia coli |
incubada en presencia de lactosa (Moses y Prevost, 1966). En 1968 Perlman el.
al., dieron la pauta para explicar las bases moleculares del fendmeno al reportar
que el efecto de glucosa era revertido por 3’-5’-monofosfato de adenosina
{AMPciclico). La concentracion intracelular de éste compuesto decrece hasta 1000
veces en presencia de giucosa va que dicho carbohidrato inhibe la actividad de la
enzima adenileciclasa, responsable de la formacidn de AMPciclico a partir de ATP.
El AMPciclico aumenta la frecuencia de transcripcion a travéz de incrementar la
afinidad de la polimerasa de RINA por el gene promotor. Para Hevar a cabo dicho
efecto el AMPciclico debe unirse previamente a una proteina (crp) que tiene un

peso motecular aproximadamente de 45,000 daltones.

Los avances en el conocimiento de la forma en que se controla la sintesis
de enzimas, podria aprovecharse en la produccidn de enzimas de interés industrial.
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Los estudios concernicntes a &ste tema han sido enfocados hacia la induccion. por
la ventaja que presenta el conocer cuales son los agentes inductores en la

produccidn de enzimas a mayor escala y poder aplicar dichos conocimientos.

En hongos atm cuando son menos conocidos los aspectos regulatorios de la
sintesis de enzimas, se ha reportado que celulasas y xilanasas son inducibles por
fragmentos de los polisacaridos correspondientes, los cuales entran a la célula y
aceleran la sintesis de las enzimas. El conocimiento acerca de como se lleva a
cabo ¢l proceso de induccidn a nivel molecular es hasta ahora poco conocide y
varias evidencias sugieren que los sistemas que gobieman la sintesis de enzimas
en hongos no son ten simples como la regulacion del operén Lac (Coughlan y

Hazlewood, 1993).

Aln asi se ha demostrado que las xilanasas de Trichoderma reesei sen
inducidas por L-sorbosa un mosacarido parecido estructuralmente a la xilosa
(hanping et al,, 1998) La B-xilosidasa y la endo xilanasa en Streptomyces sp
CH-Y-1043, son inducidas por xilano y xilosa, lo cual resulta interesante si
tenemos en cuenta que tanto el polimero como los monocsacardos del xilano, son
utilizados como fuente de carbono, pero también son capaces de promover la
produccion de &stas enzimas, sugiriendo con esto que los mecanismos regulatorios
de induccion del sistema xilanolitico, de éste microorganismo, no son tan simples

(Flores et al. [996).

Con respeclo a los mecanismos regulatorios de enzimas pécticas en
hongos, se han realizado estudios adicionando diferentes fuentes de carbono al
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medio de cultivo para interpretar su efeclo en la regulacidon a travéz de los
cambios de la enzima de interés (Maldonado et al., 1989). Asi se ha reportado, gue
cuando Aspergillus niger, es desarrollado en un medio con 2% de sacarosa y 2%
de pectina las enzimas pectinoliticas (PE, PG Y PMG) son producidas cuando [a
concentracion de sacarosa disminuye, lo cual indica un mecanismo de regulacion
por represion catabdlica, de éslas enzimas. También se ha visto en una mutante de
Aspergillus niger, que requiere adenina para la produccién de PG, es sensible a
represion catabdlica por intermediarios de la glicdlisis, y que la represidn parece
estar ha nivel de traduccion, pues la concentracién del RNA mensajero fue estable

(Shinmyo et al., 1978).

En cuanto a los inductores directos de la produccion de enzimas pécticas,
se sabe que la sintesis de endo-P en Pyrenochaela terrestris es reprimida
cuando el medio con pectina es suplementado con glucosa u otras hexosas a
concentracion de 0.05 M., pero es estimulada a concentraciones de 0.005 M (Keen
y Horton, 1966). Por otro lado, Phaff (1974) sugirid que el D-galactarato (acido
mucico), es el inductor de la sintesis de [as pectinesierasas (PE) y
poligalacturonasas (PG) de Peniciffum chrysogenum. Asi mismo, la pectina y el
4cido galacturdnico indujeron en forma diferencial la sintesis de pectinasas de
Fusarium roseurn (Perley y Page, 1971). La sintesis de pectina hasa (PL) en
Fusarium verticillium, es también inducible por pectina y reprimida por azilicares
reductores (Holz y Knox-Davies, 1986, Carder et al., 1989). Sin embargo, a pesar
de los estudios realizados sobre los mecanismos regulatorios de induccion en la

produccion de pectinasas, actualmente no se conoce si son uno o varios



compuestos, los 1nvolucrados en la induccién de las enzimas que componen el

sistema pectinolitico en hongos.

PECTINASAS PRODUCIDAS POR Asprgillus sp CH-Y-1043

Como ya se menciond, desde un punto de vista comercial los hongos
filamentosos, en especial del género Aspergillus, son los mas empleados para la
produccién de pectinasas. Las pectinasas son generalmente enzimas inducibles,
por lo que es necesaria la adicion de pectina o alglin sustrato que la contenga para
estimular su biosintesis pero en parte, por su alto costo la pectina purificada no es
conveniente emplearla en la formulacion del medio de produccion a nivel
industrial, y ademds porque se ha visto que no pueden utilizarse concentraciones

mayores porque disminuye la produccion de endo-P.

En este seatido, en nuestro laboratorio {ue aislade y seleccionada de una
zona henequenera del estado de Yucatan un hongo filamentoso, que es capaz de
utilizar como vnica fuente de carbono un desecho agroindustrial rico en pectina,
para favorecer la produccién de enzimas pécticas. Asi, se logro aislar y seleccionar
a un hongo denominado Aspergillus sp CH-Y-1043, el cual esta adaptado
naturalmente a crecer en desechos agroindustriales, como cdscara de limén y que
ademds tienc potencial para producir pectinasas a mayor escala, ya que produce
mayor actividad de endopoligalacturonasas cuando es cultivado en éste desecho
(sin pretratamiento), que cuando es desarrollada en sustratos puros ( Larios et al,

1989 ), Esta cepa presenta pocos requerimientos nutricionales y su produccon
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maxima se lieva acabo a valores extremos de pH (2.8), lo que evita, cn parte,
contaminacién del cultive por bacterias ademads, se ha demostrado que la
actividad especifica de los filtrados libres de células, producidos por Aspergillus
sp CH-Y-1043, es mayor que la presentada en algunas preparaciones comerciaies
(Saval, 1985).

Respecto a los mecanismos regulatorios en éste hongo, se ha observado represton
catabélica de enzimas pécticas, ya que una elevada acumulacion de grupos
reductores disminuye la produccidn pectinofitica en el medio de fermentacidn.
Posteriormente se demosttd que al no existir acumulacién de  éstas
molecilas,utilizando un sisterma de cultivo alimentado y una concentracion de
pectina limitada, la actividad especifica de las pectinasas, se incrementaba hasta 5
veces en relacion af coatrol (Aguilar y Huitrdn, 1986).

Los fenomenos regulatorios de induccién en este microorganismo han sido
estudiados adicionando compuestos al medio de cultivo para interpretar su efecto
fisioldgico en la regulacion a través del incremento, la disminucion o desaparicidén
de la actividad pectinolitica (Aguilar y Huitron 1987; Maidonado et al., 1989). De
sta manera fue establecido que la produccion de enzimas pectinoliticas son
inducibles por pectina, pectato o los productos de su degradacion, aunque el
inductor directo aim no se conoce. En éste sentido se sabe que el AG gjerce un
efecto estimulatorio en la produccion de endo-pectinasas, cuando es adicionado al
medio de cultivo conteniendo pectina como fuente de carbono. Dicho efecto fue
detectado basicamente en la produccidn de la actividad tipo endo-pectinolitica
(endo-P) y el incremento en la produccidn, debide a [a adicion del AG fue del
100% en relacion a los cullives en donde no se adiciono AG (Aguilar y Huitron,

19873,
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I3] sistema pectinolitico es complejo y existe poca informacion acerca de
inductores directos que estimulen la produccion de endo-P extracelulares y de las
otras actividades pectinoliticas. Por eso, y por el potencial que presenta
Aspergillus sp CH-Y~1043, en la produccion de éstas enzimas, en el laboratorio
hay interés en explorar con mas detalle el efecto que ejerceria el AG, cn la
produccion de la actividad endo-P, utilizando como fuente de carbono a un
sustrato renovable, abundante y disponible, como s la eascara de fimon, ya que de
encontrarse un efecto estimulaiorio en la produccion de la actividad, en un futuro
podria ser ventajoso dicho conocimiento en la produccion de las pectinasas a

mayor escala.
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III. MATERIALES Y METODOS

MICROORGANISMO UTILIZADO. La cepa utilizada en ésic trabajo fue un
hongo filamentoso denominado Aspergiffus sp CH-Y-1043, aislado y
seleccionado de suelo en una zona henequenera del estado de Yucatan. Tiene la
caracteristica de producir mayor actividad de pectinasas extracelulares cuando es

cultivado a una temperatura de 37°C sobre pectina ¢ cascara de limén como tnica

fuente de carbono.

REACTIVOS UTILIZADOS

La pectina cifrica, D-acido galacturénice monohidratado, albimina sérica
hovina, reactivo de Fenol Folin-Ciocalteau, fueron obtenidos de SIGMA. Sulfato
de cobre, dcido acético, tartrato de sodio y potacio, carbonato de sodio, dextrosa,
sulfato de amonio, fosfato de potasio mono y di basico, fencl, metabisulfito de
sodio e hidréxido de sodio fuerdn oblenidos de I.T. Baker. EL acido 3,5-
dinitrosalisilico de la compafiia Aldrich Chemical, el agar de papa dextrosa (PDA)
de MERCK vy el agar bacteriologico de DIFCQ. Como sustrate native se utilizd

cdscara de limén deshidratada obtenida de Grindsted de México en Tecomdn,

Colima

MEDIOS DE CULTIVO

MEDIO A. Agar de PDA (Papa dextrosa Agar) a pH de 5.6 suplementado con
0.25% mas de agar bacteriolégico. El medio fue estenlizado a 121°C durante 20

minutos, se inclinaron los tubos, se dejaron solidificar y se les realizo prueba de

esterilidad.

MEDIO B. Se prepard en agua destilada conteniendo KHzPO4 al (L05%; Kz
HPO; al 0.05%:; (NH.)::S04 - 7 HyO ai 0.4%. Las fuente de carbono ufilizadas
fueron: Céscara de limén (CL), Pectina y Acido Galacturénico (AG); todas al

1.0%, excepto cuando se indique ofra concentracidn en las figuras. El medio fué
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esterilizado a 121°C duranie 20 minutos y se le ajusto el pH inicial (pHi) a 2.8,

excepto cuando se indique otro valor en las figoras.

PROPAGACION ¥ CONSERVACION DE LA CEPA
La cepa se propagd sembrdndola por estria en tubos de 16 X 150 mm de MEDIO
A inclinado, incubada a 37°C por tres dias. Para la conservacion de la cepa, ésta se

maniuvo a 4°C hasta por un mes.

PREPARACION DEL INOCULQ.

Se tomo uno de los tubos donde se propagd la cepa y se colectaron las esporas
resuspendiendotas en 5ml de agua estéril para sembrarlas por dispersion en la
superficie de 30ml de MEDIO A contenido en matraces Erlenmeyer de 250ml.
Todo se realizé en condiciones estériles. Los matraces se incubaron a 37°C
durante 72 horas, después de ese tiempo fueron removidas las esporas,
adicionando agua destilada estéril hasta obtener una densidad éptica total de cinco
(D.Ot=5), a 540 nm, en un espectrofotémetro (Bausch y Lomb Spectronic 21}). El
in6eulo empleado fue de 1.0ml por cada 100.0ml de MEDIO B, ¢ el indculo que

se indique en cada Figura.

PRODUCCION DE ENZIMAS.

La produccion de las pectinasas se realizé en matraces Erlenmeyer de 500ml
conteniendo 200mi del MEDIO B, con la fuente de carbono deseada al 1%, si no
se indica otro valor en las leyendas de las figuras. Los matraces ya inoculados, se
incubaron a 37°C con una agitacién de 200 rpm. en una incubadora agitadora
rotatoria Psycrotherm G-26 (New Brunswick Scientific). Posteriormente, el D-
4cido galacturénico fue adicionado al medio en condiciones asépticas a las 24
horas de fermentacién é al tiempo que se indique en las Figuras. Sé adicionaron
10.0 6 1.0 ml de una solucion estéril de D-4cido galacturénico a una concentracion
de 20.0 mg ml™ a 200.0ml del MEDIQ B, para obtener una concentracion finat de
1.0 mg ml" 6 de 0.1 mg mi” respectivamente Los experimentos en donde se

adiciond }a solucién de D-acido galacturénico se especifican en las figuras.
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Posteriormente se tomaron muesiras de 5.0ml a diferentes tiempos (como se
indica en las figuras) durante 5 dias. Las muestras fueron centriflugadas a
temperatura ambiente durante [5 minutos a 3500 rpm. en una centrifuga clinica
{Solbat), separando el sobrenadante ¢ filtrado libre de células de la biomasa. Los
filteados libres de células fucron utilizados para determinar la actividad enzimatica

endo-P.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENDOPOLIGALACTURONASA

La actividad se determind por la disminucién de la viscosidad de una
solucidn de pectina, por accion de endo-P extracelulares. Para este método se
utilizo un vicosimetro tipo Oswald (Kimax 200), el cual se mantuvo en un bafio
con circulacion continua a 30°C. En tubos de ensaye se agregardn 10ml de pectina
al 1.0%, en solucidn amortiguadora de acelato de sodio 0.2N, ajustada a pH de
4.2, Los tubos con la solucién de pectina se preincubaron 10 minutos en el bafio a
30°C. En el tiempo cero a esta solucion de pectina se le agregé una alicuota de
0.5ml de filtrado enzimatico, se apito rapidamente, se adiciond al viscosimetro por
la entrada y se aplicd succidn por la salida hasta que la solucién tlegd al menisco
superior del viscosimetro Se tomo el tiempo de flujo de la mezcla de reaccion al
bajar la solucidn del menisco superior al inferior, ésta operacién se repite 4 veces
durante un tiempo no mayor a 10 minutos. Sé preparardn dos blancos uno de
sustrato v otro de agua, con 10ml de pectina y 10ml de agua respectivamente los
cuales fueron preincubados 10 minutos en el baflo de agua a 30°C, y
posteriormente se les adiciond 0.5ml de agua a cada uno, finalmente se les midi6
el tiempo de flujo, obternéndose un promedio de cuatro determinaciones en cada

uno. Los caleulos se realizaron de acuerdo a las siguientes ecuaciones !

Fr=(Ts-Tw)/ (Tt-Tw)
To=(Tt/120) - Tr
Ponde: \
Fr= Flwdez relativa de cada tiempo de reaccion.
Tn= Tiempo de reaccién en minutos mas un medio del tiempoe de

flujo en minutos.



Ts= Tiempo de {lujo promedio det blanco de pectina en segundos.

Tw= Tiempo de Flujo promedio del blanco de agua en scgundos

Tt= Tiempo de flujo de la mezcla de reaccién en segundos

Tr= Tiempo de reaceitn desde la adicién de la enzima al sustrato
hasta cada inicio de la medicion del tierupo de flujo, en

minutos.

Con los valores obtenidos se calcula la fluidez relativa por cada unc de los
tiempos de reaccion, $¢ prafican los valores de la fluidez relativa (Fr) en las
ordenadas y de los tiempos de 1eaccion (Tn) en fas abeisas, la pendiente de la linea
recta obtenida corresponde al cambio de {luidez relativa de 0.1 por segundo en las
condiciones del ensayo {(Saval, 1985). Una unidad de endo-P se definié como la
cantidad de enzima que produce un cambio de 0.1 por segundo en la fluidez

relativa a 30°C (Solis, 1988).

DETERMINACION DE PROTEINA EXTRACELULAR

Para realizar ésta determinacion, los {ilirados libres de células se dializaron
coptra agua destilada, a una femperatura de 5°C durante 5 horas, con cambios de
agua cada hora, colocandolos previamente en bolsas para dialisis (Spectra/Por),
con capacidad de corte de 12000 a 14000 daltons,

La cantidad de proteina extracelular fue determinada por el método modificade de
Lowry (1951), basado en la formacion de un complejo colorido entre la proteina y
el cobre v Ia reduccion de la sal de fosfomolibdato de fosfotungstato por ta tirosina
y el triptofano (Clark y Switzer, 1977).

Para la determinacion de proteina se colocaron en tubos de ensaye 0.3ml de
fiftrado enzimatico va dializado, 0,7ml de agua destilada y Sml del reactive D,
compuesto por una parte de CuSO4 al 1% en agua, una parte de tartrato de sodio y
potasio al 2% en agua y 50 partes de Na,COs al 2% en NaOH 0.1N; se agita
vigorosamente y se deja reposar por 10 minutos. Se agregan 0.5ml dei reactivo de
Folin-Ciocalteau, diluido en agua destilada 1:1, se agita y se deja reposar 30

minutos. Posteriormente, se leyo la absorbancia a una longitud de onda de 590 nm
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{Spectronic 21D), v se interpolo en una curva standar de albiimina sérica bovina

(Grafica 1).

DETERMINACION DE GRUPOS REDUCTORES EN EL MEDIO DE
CULTIVO

3¢ determind la concentracién de grupos reductores en los filtrados libres
de células por el método del DNS (Miller, 1959). El cual es un ensayo
colorimétiico, que se fundamenta en una reaceidn oxido- reduccidn, en donde el
color aparece por la reduccién del acido 3,5- dinitrosalicilico a 4cido 3-amino,5-
nitrosalicilico, por el grupo aldehido de los compuestos reductores presentes en el
medio. El ensayo se llevé acabo en tubos de 16X130mm, a los cuales se les
agregd 1.5ml de solucién amortiguadora de acefatos 0.17M, pH=3, 3ml del
reactivo de DNS' v 0.5ml del filtrado enzimatico. La mezcla sé hirvid 5 min. en
hafio de agua y posteriormente se adicionaron {5mi de agua destilada. Se ley6 la
absorbancia a una longitud de onda de 550 nm en un espectrofotémetro (Bausch y
Lomb Spectronic 21D). La concentracién de grupos reductores se calculd
interpolando la absorbancia del problema en una curva estindar de Acido

galacturdnico (Grafica 2)

1 Bl reaclivo se prepard sgregando NaQH al | 4% (p/v), ac 3,5-dimtrosahisilzco 0 75% (p/v), tartrato de sodio y potasio

10 0% (p/v), Fenol 054% {p/v) y metamsulfito de sodio 0 59% (p/v)
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GRAFICA1. CURVA ESTANDAR DE ALBUMINA SERICA BOVINA (- m- ).
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ABSORBANCIA (550nm)

ACIDO GALACTURONICO (umol - mi-)

GRAFICA 2. CURVA ESTANDAR DE ACIDO GALACTURONICO (- B~ ).
AJUSTE DE LA CURVA POR REGRESION LINEAL (-},
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

PRODUCCION DE LA ACTIVIDAD PECTINOLITICA ENDO-P POR
Aspergillus sp. CH-Y-1043 EN DIFERENTES FUENTES DE CARBONO.,

Aspergilius sp. CH-Y-1043 es un hongo pectinolitico aislado en nuestro
laboratorio que produce cndopectinasas extracelulares y debido a que el objetivo
del presente estudio considera el uso de cascara de limon como sustrato para la
produccién de endopectinasas (endo-P) extracelulares, en primer lugar fue
evalvada la produccién de la actividad de estas enzimas utilizando diferentes
sustratos: cascara de limén, pectina y Acido galacturénico (AG), con el fin de
establecer los perfiles de produccion de estas actividades. Los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 1. En la Figura 1A se observa gue existe una
gran diferencia en la produccién de las actividades enzimdticas entre los susiratos
utilizados. En esta figura se puede observar que la actividad se incrementa mury
ripidamente durante las primeras 24 horas de incubacidn en céscara de limon,
hasta alcanzar un maximo de 6.7 U ml" a las 111 horas. Cuando pectina es la
fuente de carbono, la actividad de endo-P se incrementa mas lentamente, casi de
manera lineal hasta tas 111 horas, donde alcanza una actividad de 3.5 U mi?. Por
el contrario, en AG se observa practicamente cero de actividad. [Istos resultados
indican que existié un aumento de casi €l 100 % en la produccion de endo-P, si
comparamos los datos obtenidos con cdscara de limdn y peclina como sustratos.
El que no haya actividad en dc. galacturdnico puede deberse a varias alternativas,
una de ellas es que no seg un inductor de la sintesis de las pectinasas y otra es que

la alta concentracién afecte negativamente la sinlesis de las enzimas.
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FIGURA 1. Produccidn de |a actividad endo-pectinoiltica extracetular en diferentes
fuentes de carbono al 1%, AG (—e—), pectina (—&—); cascara de limén (—%—).
Actividad endo-P {A); actividad especlifica endo-P (B), protelna extracelular {Cy;
concentracidn de grupos reductares en el medio (D). Ei cultive se realizd en matraces
de 500 m| conteniendo 200 ml det medio de produceidn (NH4)ZSO4 al 0.4%; KHIPD4

al 0.05%; vy KzHPO4 al 0.05%, todos a pHide 2.8, Los matraces fueron incubados a
37°Cy200rpm.
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Debido a que la cascara es un desecho no soluble que permanece sélido
hasta el final de la fermentacion, fue dificil medir el crecimiento del hongo, por lo
que se decidié medir la proteina extracelular, la cual de cierta manera es un refiejo
de! crecimiento, ya que enire mas crecimiento mayor concentracidn de proteina
extracelular. De tal forma, la produccién especifica mostrada en la Figura 1B se
calcul¢ dividiendo la produccién volumétrica entre la concentracion de la proteina
extracetular. Los resultados en esta figura muestran que los perfiles de produccion
especifica tienen un comportamiento similar al de la actividad volumétrica
(Figura 1A). La produccién de protefna extracelular en los tres sustratos es
mostrada en la Figura 1C y se puede observar que la proteina extracetular se
incrementa dutante las primeras 24 horas y que en el caso de de. galacturénico
sigue aumentado hasta las 111 horas aunque con una velocidad menor. El perfil
obtenido es muy similar al de una curva de crecimiento. En esta misma Figura se
puede observar que cuando se cultiva el hongo sobre AG se obtiene una
produceidn de proteina extracelular méxima de 0.49mg de proteina ml™ alas t11h
de fermentacion, mientras que si utilizamos pectina come sustrato la proteina
extracelular es de 0.41 mg ml™" y con cascara de limén de 0.37 mg mi? Estos
resultados sugieren que ef microorganismo presenta un crecimiento mayor cuando
es cultivads sobre AG, despuds en pectina y el crecimiento més bajo en cascara de
limén. Esto muy probablemente se debe a que los sustratos poliméricos deben
primero ser hidrolizados para generar dc. galacturénico, el cual posteriormente es
asimilado,

En caanto a los grupos reductores presentes en el medio de cuitivo (Figura
1D) se puede observar que cuando se utilizé AG como fuente de carbono, hay una

disminucion de grupos reductores conforme aumenta ¢l tiempo de fermentacion

an
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hasta llegar 2 9,5 umol ml™ de reductores a las 111 h debido a que como es la

Gnica fuente de carbono, ésta se esta consumiendo conforme ¢l microorganismo

crece. Por otro lado, cuando se cultiva el hongo con pectina, el perfil de

acumulacién de grupes reductores presenta un comportamiento ascendente

alcanzando 4.0 umol ml"! a las 67 h para disminuir posteriormente a 2 pmol ml!

transeurridas 111 h de fermentacién, Utilizando céscara de limén se observa un
comporiamiento similar al descrito anteriormente con la diferencia que existe una
meno acumulacion de grupos reductores, 1 8 pmol ml' alas 67 hy 1 pumol mi” a
las 111 h. Estos datos confirman que existe una correlacion entre la produccion de
endopectinasas en los tres sustratos utilizados y la cantidad de reductores en el
medio, ya que anteriormete fue reportado que Aspergillus sp. CH-Y-1043
presenta represion catabdlica de endo-pectinasas por acumulacion de productos
resultado de la degradacién de la pectina que son evaluados come grupos
reductores (Aguilar y Huitrén, 1986), por eso existe una mayor produccién de
endo-P cuando se cultiva al hongo sobre cdscara de limén en comparacion a
cuando se cultiva en pectina & AG. Por otro lado la produccion de la actividad
endo-P, cuando utilizamos AG como tnica fuente de carbono, &5 nuta debido a
que este sustrato como tal es uno de los productos de la depradacién de la pectina
y el que forme parte del medio de fermentacién a una concentracién relativamente
alta influye de manera negativa en dicha produccién, aunque existe la posibilidad
de que no haya produccién de enzima porque el dc. galacturénico no actiia como
inductor. Otros estudios realizados con Aureobasidium sp. CH-M-1018, han
demostrado que cuando se utiliza AG como fuente de carbono, la produccion de

enzimas pécticas exiracclulares es muy baja (Pérez, 1996).
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Adicionalmente en nuestro laboratorio se ha observado que Aspergilfus
sp. CH-Y-1043 produce una actividad exo-pectinolitica (exo-P) en las esporas
gue es constitutiva, ya que la presenta ain cuando se cultiva en glucosa, fructosa,
sacarosa 6 glicerol. Tambien se ha detectado que cuando se cultiva la cepa de
Aspergiflus sp. CH-Y-1043 en fermentacion sumergida con AG como fuente de
carbono se produce mayor actividad extracelular de exo-P en comparacion a

cuando se cultiva al hongo en los sustratos antes mencionados (Aguilar y Huitrén,

1990}.

35



EFECTO DE LA ADICION DE AG A DIFERENTES TIEMPOS DE

FERMENTACION SOBRE LA PRODUCCION DE ENDO-P

El 4cido galacturénico es uno de los productos finales de la degradacion de
pectina y s¢ ha reportado que puede causar represién catabélica de las enzimas
pécticas (Aguilar y Huitrén, 1986), pero tambien se ha demostrado que &ste
compuesto puede estimular la produccion de la actividad de endo-pectinasas
extracelulares en Aspergifius sp. CH-Y-1043 cuando es cultivado en pectina. Por
eso con el objeto de establecer si el AG presenta un efecto estimulatorio de la
produccion de dichas enzimas, cuando se cultiva al hongo en cascara de limon, fué
evaluada la produccién de fa actividad endo-P adicionando una concentracion fija
de AG al medio de fermentacién, a diferentes tiempos de cultivo. Los tiempos
elegidos para fa adicidn del AG fueron 0, 12, 18, 24, y 36 horas ¥ la concentracion
de AG de 1.0 mg ml™", la cual ya habia sido probada en cultivos con pectina.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 2, en donde se observa
la actividad endo-P producida durante el curso de la fermentacién. En todos los
casos cuando se adiciond el AG existe una mayor produccién de la actividad
endo-P transcurridas 107 h, con respecto al control (sin adicion de AG). En el caso
en que la adicién, se realizd a las 0 h y 12 h de fermentacidn, el incremento en la
actividad se observa después de las 68 y 88 h respectivamente. Antes de este
tiempo se encuentra por debajo del control. Un comportamiento similar se muestra

cuando se adicioné el AG a las 18 h, con la diferencia de que la produccién solo
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FIGURA 2. Efeclo de |a adicion de AG a diferentes tiempos de fermentacidn sobre la
produccion endo-pectinotitica extracelular en Aspergillus sp CH-Y-1043, cultivado en cascara
de fimén al 1% y pHide 2.8, en las condiciones descritas en la Figura 1. Control, sin adicion
de AG (—W—), con adicion de AG 1.0 mg mi1 a las ¢ horas {—#—), alas 12 horas (——&—}); a
las 18 horas (—w—), a las 24 horas (—#—), a las 36 horas (—¥—). Las flechas indican el
tiempo al que se adicioné el AG
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permancce por debajo del control hasta las 48 h, después de este tiempo se
incrementa. Estos resultados indican que la presencia de AG a tiempos corlos de
fermentacién, de 0 h a [8 h, afecta negativamente la produccion de endo
pectinasas extracelulares, aunque a las 107 h la actividad estd por arriba del
control. En lo que respecta al tiempo de adicion de 24 hy 36 h se observa un
aumento considerable en la produccion de la actividad después de 12 y 24 horas
en que se realiza la adicion de AG. La mayor produccion de esta actividad se
observa cuando la adicidn se realiza a las 24 h de fermentacién en donde se
alcanza un incremento de aproximadamente el 100% con respecto a cultivos
donde no se adicioné AG. Estos resultados también se pueden observar en la
Figura 3 y 4, en donde se aprecia més claramente el efecto de cada adicion sobre
la produccién de la actividad y la cantidad de grupos reductores dulante el
transcurso de la fermentacion. Hay que resaltar que el GA se consume muy
rapidamente durante las siguientes 12 horas después de la adicién, para después
disminuir m4s lentamente

En la Tabla 1 (pag. 41) se comparan las producciones maximas de endo-
pectinasas extracelufares a los diferentes tiempos de adicion del AG Como se
puede observar todas las actividades se encuentran por arriba del contiol. pero el
mayor porcentaje de produccién, con respecto a éste, €s cuando el AG es
adicionado a las 24 h de fermentacion (210%). Posteriormente cuando sc adiciona
a las 36 h (185%), luego a fas 18 h (173%), y finalmente cuando se adiciona a las

12 by 0 h (134% y 115%) respectivamente.
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TABLA 1 PRODUCCION MAXIMA DE ENDO-PECTINASAS
EXTRACELULARES A DIFERENTES TIEMPOS DE ADICION DE AG

TIEMPO DE ADICION ACTIVIDAD PRODUCCION
DEL AG (Img ml™h ENDOQ-P (U ml*) | RELATIVA (%)
CONTROL (sin adicién) 5.51 100
0 horas 6.38 115
12 horas 7.40 134
{8 horas 9.57 173
24 horas il.60 210
36 horas 10.23 185
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. FIGURA 4. Efecto de la adicidh de AG a diferentes tiempos sobre la produccion de la actividad endo-pectinolitica extracelular
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Si bicn se encontrd que existc mayor produccidn de la actividad endo-P
cuando se adiciona AG al medio de fermentacién y que la maxima se encuentra
cuando es adicionado a las 24 h, no sabemos si el incremento en la produccion es
debido a una estimulacidén de la produccion de la actividad, 6 a un mayor
crecimiento del microorganismo. Sin embargo nos puede ayndar a comprender
que sucede el obtener la produccion especifica cn el tiempo y compararla con la
produccién volumétrica, ya que la produccién especifica es una relacidn entre las
unidades de actividad v el crecimiento en biomasa ¢ proteina extracelular.

Los resultados se muesttan en fa Figura 5 en donde se compara la
actividad especifica de endo-pectinasas extracelulares a los diferentes tiempos en
que se adiciond el AG. Se observa un comportamiento similar al descrito en la
Figura 3 pues se nota claramente un incremento en fa produccién especifica de
estas enzimas, cuando el AG es adicionado a las 12, §8, 24 y 36 horas. La
estimulacién en la produccién especifica es mayor o menor dependiendo del
tiempo en que se afiada el AG La produccion especifica del control (sin adicion
de AG) alas 107 hde fermentacion es de 12.5 U mg ' proteina (100%), mientras
que cuando se adiciona AG alas 36 hesde 1853 U mg ' proteina (148%), a las
24 h de 25.32 U mg 'proteina (203%), a las |8 hde 18 8 U mg ' proteina (150%) vy
alas 12 h de 14.9 U mg ' proteina (120%). No se observa estimulacion cuando la
adicion se realiza las 0 h.

Estos resultados indican que hay una mayor actividad pectinolitica sin que
haya un incremento en el crecimenio, tomado éste como la produccién de
proteina extracelular (Figura 6). En esta figura también se observa que los valores

de proteina a las 107 horas son muy parecidos; por lo tanto [os resultados
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FIGURA 5 Efecto de la adicidn de AG a diferentes tiempos sobre la produccion especifica endo-pectinoiltica extracelular
por Aspergillus sp CH-Y-1043, cultivade en cascara de Hmodn al 1% en las cendicicnes descritas en la Figura 1 Con adicién
de AG alas 0 horas (A}, alas 12 horas (8), a las 18 horas (C); a las 24 horas (D), v a ias 36 horas (E} Control sin adicién
de AG (—=—); con adieién de AG 1.0 mg mi-! {(—0—). La flecha indica el tiempo en que se adiciono el AG.
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obtenidos indican una mayor produccidn de la actividad pectinolitica por efecto de

la adician de AG, que puede ser debida a una estimulacidn & a una induccion.

En este sentido, un aspecto que seria interesanie conocer cs, si el efecto
estimulador del AG es especifico 6 se podria lograr con otra molécula pequefia
metabolizable, como es el monosacéarido glucosa (Glu). Con este fin se adiciond
glucosa a las 0, 12, 18, 24, y 36 horas a un cultivo de Aspergilfus sp. CH-Y-1043
manteniendo fas mismas condiciones experimentales que en el estudio con AG.
Los resultados de produccion especifica se muestran en la Figura 7, en donde se
observa que en todos los tiempos en que se adiciond la Glu, la actividad de endo-P
estd por debajo del control, lo cual indica que el.efecte del 4c. galacturdnico si es
especifico de este compuesto y que participa en una induccion 6 estimulacién de
la actividad endo-pectinolitica. Por otro lado, los resultados indican que puede
existir represion de la produccién de enzimas ejercida por fa glucosa y que esta
represion se muestra de mayor a menor grado conforme aumenta el tiempo en que

fué adicionada la Gln.

iste fenomeno de estimulacién de la produccidn de endo-P se ha
observado en estudios previos, donde la cepa de Aspergillus sp. CH-Y-1043 se
cultivd en pectina y los resultados indicaron que existid estimulacion en la
produccién especifica de endo-P, cuando se adiciona AG a las 24 h de
fermentacién {Aguilar y Huitron, 1987). En este caso no se evalud la adicion dei
AG a otros tiempos de fermentacidn, lo cual no permitié comtar con mas
informacién en cuanto al rango de tiempo de adicién de AG sobre el efecto en la

produccisn especifica de la actividad endo-P cuando el microorganismo es
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cuttivado en pectina. En este musmo sentido, también sc ha observado que el AG a
una concentracién final de 1.0 g ml”', adicionado 2 las 24 h de fermentacién
estimula la produccidn de endo-P en Aursobastdium sp. CH-M-1018, cultivado

en céscara de limén, dicha estimulacidn fue alrededor del 170% con respecto al

controf (Pérez, 1996).
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FIGURA 7. Efecto de !a adicion de glucosa (Giu) a diferentes tiempos sobre la produccion especifica de endo-pectinasas
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EFECTO DE LA ADICION DE AG A DIFERENTLES
CONCENTRACIONES
EN LA PRODUCCION DE ENDOQ-P.

Una vez conocido el tiempo mas adecuado para adicionar el AG y
estimular la produccion de endo-P, se evalu6 ¢l efecto del 4c. galacturénico
utilizando una conceniracidn diez veces menor de AG, es decir 0.1 mg mi”. En
caso de conservarse el efecto estimulatorio de la misma magnitud seria mteresante
porque se disminuirfa el efecto negativo (por represion catabolica) y ademds la
cantidad de AG utilizada,

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 8. En el panel A se
compara Ia produccién de la actividad endopectinotitica cuando se adiciona AG a
las dos concentraciones seffaladas y se observa una menor estimulacién de la
produccion de la estas enzimas cuando la concentracion de AG es de 0.1 mg ml”
en comparacion a cuando se adiciona 1.0 mg ml”'. En estas condiciones de baja
concentracién de AG se obtiene un incremento de la produccion del 16% con

respecto al control.

En la Figura 8B se comparan las producciones especificas de endo-P a las
diferentes concentraciones de AG y se observa un comportamiento similar al
descrito anteriormente, debido a que el hongo produce cantidades parecidas de
proteina extracelular, independientemente de que se adicione 0.1 mg mi” ¢ 1.0 mg
ml! de AG como se muestra en la Figura 8D. Los valores de produccion

especifica de la actividad endo-P a las 120 h de fermentacion cuando la
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FIGURA 8. Efecto de |a adicion de diferentes concentraciories de AG a las 24 horas, sobre la
produccion de la actividad ende-pectinolitica extracelular por Aspergillus sp CH-Y-1043,
cultivado en las condiciones descritas en la Figura 1 Actividad endo-P (A) actividad
especlfica endo-P {B); grupos reductores (C); protelna extracelular (D) Control, sin adicién
de AG (—D—); con adicién de 01 mg:mlt de AG (—0—} con adicién de 1.0 mgml1 de
AG (—a—).
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concentracion de AG es 1.0 mg ml! fue de 3446 U mg'l proteina, que
corresponde a un porcentaje de estimulacidn de 109% con respecto al control y si
ia concentracion es de 0.3 mg ml™, la produccién de la actividad es 18 34 U mg’

roteina v la estimulacidn de 1% en relacidon al control.
p ¥

Por otro lade, los grupos reductores en el medic durante el transcso de la
fermentacién se muestran en la Figura 8C en donde se observa que después de
adicionar el AG a una concentacion de 1.0 mg ml”, hay una disminucién rdpida
de reductores hasta ajcanzar una cantidad constante de las 72 h hasta las {20 h de
cultivo. Un perfil parecido se observa cuando se adiciona 0.1 mg ml” de AG, con

la diferencia de que la concentracion de grupos reductores es menor.

Los resultados obienidos indican que, si bien se presenta un efecto
estimulatorio en la produccién de la actividad de ende-P extracelulares, cuando se
adiciona una concentracion diez veces mas baja de AG, este efecto es menor y no

se compara con el encontrado a una concentracion de 1.0 mg mi™,
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PRODUCCION DE ENDO-P A DIFERENTES VALORES DE pH INICIAL
CUANDO SE ADICIONA AG A LAS 24 HORAS

Posteriormente con el fin de observar si habia posibilidad de mejorar ain
mas la produccidn de la actividad endo-P, se modificaron algunas condiciones del
medio de fermentacion como el pH inicial, la concentracion de cdscara de limén y
la cantidad de indculo. En primer lugar se modifico ef pH inicial (pHi) del medio.
Se eligiston 5 valores 2.6, 2.8, 3.5, 4.5 v 5.5 entre {os cuales, el pili de 2.8 va
habia sido utilizado en los experimentos anteriores de este trabajo y por lo tanto
sera wtilizado como control (referido como 100 % de produccién). Ademés, en
otros estudios se encontrd que utilizando cascara de limén como fuente de
carbono, el pHi de 2.8 fue el mejor valor para para incrementar la produccion
endo-pectinolitica (Larios, et af., 1989).

Los resultados obtenidos del efecto de la adicion del AG (1.0 mg mi™h
sobre la produccion de la actividad endo-pectinolitica a los diferentes pHi
utilizados se muestran en la Figura 9. En la Figura 9A se observa que el mejor
pHi para la produccién de estas enzimas es, sin duda el de 2.8, ya que por debajo o
por arriba de este pH Ia produccién de la actividad fue considerablemente menor.
Cuando el pHi es de 2.6, 3.5 y 4.5 el perfil de produccion de la actividad endo-P
es similar. De hecho la produccién a las 120 horas de fermentacion con respecto al
control es de 24% si el pHi es 2.6; 28.6% si es de 3.5 y 14.7% cuando el pHi es
4.5. Por otro lado cuando el pHi se ajustd a 5.5 la produccidn de endo-pectinasas
extracelulares file practicamente nula durante las primeras 48 h de fermentacid
posteriormente se nota un ligero incremento de las 48 a las 72 h para descender

posteriormente a una produccion de 0.5% a las 120 h de fermentacion.
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FIGURA 8. Produccidn de endo-pectinasas a diferantes pH's iniciales cuando se adiciona

AG (tmg mi*) a las 24 horas de fermentacion, en cultivos de Aspergilius sp CH-Y-1043,
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En la Figura 9B se observa la produccién especifica de [a actividad endo-
P, donde se aprecia un perfil de produccion muy similar aj de la produccion
volumétrica entre los diferentes pHi (Figura 9A), solo que la produccién a las
120h de fermentacidn en los diferentes pH’s es: 100.0% cuando pHi es 2.8;
25.7% si es de 2.6; 21.8% cuando pHi es de 3.5; 9.4% y 0.3% cuando el pHi es
4.5 y 5.5 respectivamente. Estos resultados indican que el pH inicial del medio de
cultivo tiene un papel muy importante en la produccion de las endo-P, ya que en
los otros pH usados ni siquiera se alcanzd la produccion obtenida en condiciones
sin adicién de AG.

En cuanto a la cantidad de grupos reductores durante el transcurso de la
fermentacion a los diferentes pH’s, éstos se muestran en la Figura 9C, vy se
observa que después de la adicién del AG a las 24 horas de fermentacion, hay una
disminucion de reductores que se mantiene hasta las 120 horas de cultivo. La
disminucion de grupos reductores es mayor a los pHi mas acidos (2.6 y 2.8), que
a los pHi menos acidos (3.5, 4.5, y 5.5), es decir la cantidad de reductores en el
medio de fermentacidn, después de la adicion del AG es menorapHide 2.6y 2.8
y mayor a pHi de 3.5, 4.5, y 5.5. La relacidn de las diferencias en la cantidad de
grupos reductores en ¢l medic de cultive durante la fermentacidn con la
produccion de endo-P' y el crecimiento del hongo Figura 9D, no esta muy claro
pero se observa que a pHi de 3.5, 4.5, y 5.5 tiene mayor concentracion de grupos
reductores y mayor crecimiento, de hecho los valores de proteina extracelular a las
120 horas de produccion a pHi de 2.6 y 2.8 es: 0.39 y 042 mg ml' F,
respectivamente y cuande el pHi es de 3.5, 4.5, ¥ 5.5 es de: 0.35, 0.66, y 0.75 mg
ml? F respectivamente. Los resultados muestran que la mayor produccion y

estimulacion de la actividad endo-P es a pHi de 2.8, v ademas que el rango de pHi
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donde se observa mayor produccidn de la actividad es muy estrecho, como se
aprecia mas clatamente enr la Figura 10, donde se compara solamente, los
resultados de fa produccion especifica de la actividad endo-P a las 120 horas de
cultivo.

Estudios realizados en nuestro iaboratorio con pectina como sustrato sin
adicion de AG muestran que Aspergillus sp CH-Y-1043, produce mayor
actividad endo-P a pH de 3.5 y que la produccidn de fa actividad es baja a valores
de pHi por arriba de 4.2, cuando se utiliza pectina con un grado de esterificacion
del 47% (Aguilar et al,, 1991) El efecto del pHi es mas fuerte en la produccion
de las endo-pectinasas que de las exo-pectinasas. Tambien se demostto que a pHi
de 3.5 se revela una banda de actividad que migra a una masa molecular de
aproximadamente 43 kda, ésta banda no se detecto a pHi de 4.2 y 5.2 (Aguilar et
al., 1991).

Por otro lado, estudios utilizando cascara de limén como sustrato
demostraron que Aspergiffus sp CH-Y-1043, produce mayor actividad endo-P
extracelular, cuando se cultiva a pHi de 2.75 que ha pH’s mas altos 6 mds bajos
(Larios et al., 1989). Este fendmeno es comparable con nuestros resultados,
aunque es necesario aclarar que las condiciones de fermentacion utilizadas en ese
estudio fueron diferentes a las que utilizamos ademas, de que no se adiciond AG
al medio de {fermentacion.

En otra especie de Aspergifius tambien se ha reportado que [a mayor
produccion de la actividad de &stas enzimas es a pH’s acidos, un ejemplo de ello
es Aspergillus flavipes, el cual produce mayor actividad endo-P a pHi de 3.0 que

a pH's més altos (Ortiz, 1991)
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FIGURA 10, Produccidn especifica, a las 120 horas de fermentacin, de la actividad
endo-pectinolitica extracelular a diferentes pHi de fermentacion, por Aspergillus sp
CH-Y-1043, cultivado en cdscara de fimén al 1% y con adicidn de 1mg-mi! de AGa
las 24 horas, Cada barra indica la produccion de la actividad a los distintos pH utilizados:
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PRODUCCION DE ENDO-P VARIANDO LA CONCENTRACION DE
CASCARA DE LIMON Y ADICIONANDO AG A LAS 24 HORAS

Se probd otra modificacién consistente en la variacién de la concentracién
de cascara de limén (CL), buscando incrementar la produccion de la actividad
endo-P mediante la adicion de AG a las 24 horas de fermentacién. Las
concentraciones de cascara de limdn probadas fueron 1% y 2%. En la Figura I1,
se observa la produccion de fa actividad endeo-P extracelular a las dos
concentraciones de CL, tanto de los controles (sin adicion de AG) como de los
cultivos a los que se adiciond AG. En esta Figura se muestra que existe una mayor
produccién de la actividad endo-P con céscara de limén al 2%, con o sin adicion
de 1.0 mg ml"' de AG. La produccién a las 120 horas de fermentacién en los
cultivos sin adicién de AG fueron 7 U ml” F (Figura 114} y 17 U ml”' F (Figura
11B) respectivamente, lo que indica un incremento en la produccidn a 254% al
aumentar la cascara de limdn al 2%. Por otro lado, en los cultivos en donde se
adiciond AG, la produccién maxima que ocurrié a las 120 horas de fermentacién
y fuede 13.8U mlit F (Figura 11A) y de 28.3 U ml"' F (Figura 11B), es decir, se
presenta un incremento de la actividad a 205% con céscara de limén al 2% y
adicion de AG, en relacién a los cultivos con cdscara al 1%; sin embargo si'se
toma como contrel {100%), la actividad producida inicialmente en cdscara al 1%,
sin adicién de AG, se obtiene un incremento de 400%, con cdscara de limén al 2%
y adicion de AG. Por otra parte hay que resaltar que la magnitud del efecto
estimulatotio, por adicion del AG, fue de 97% cuando la concentracion de la
céscara de limén fue del 1% y del 66% cuando fue del 2%, lo que indica mayor

estimulacién coando la CL se utiliza al 1%.
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FIGURA 11, Efecto de la concentracion de cascara de fimdn sobre la produccidn de
la actividad endo-pectinclitica cuande se adiciona AG (1.0 mg-ml-1) a las 24h de
fermentacion. Céascara de limon al 1 % (A), af 2% (B). Control, sin adicién de AG, {-—-a—),
con adicién de AG (—o—) La flecha indica el tiempo ai que se adiciond el AG
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Fambién es importante sefialar que cuando sc utiliza el sustrato al 1% con
adicién de AG (Figura I1A), se observa, que la produccidén de la actividad
aumenta por arriba del control (sin adicién de AG) después de las 48 horas de
fermentacion, mientras que cuando se usa el sustrato al 2% (Figura 1iB) el
incremento de la produccién se presenta hasta después de las 84 horas, es decir, 1a
produccion de la actividad cuando se adiciona AG al medio se incrementa a
tiempos de fermentacion més tempranos, con cdscara de limon al 1%. El
incremento de la produccién endo-P con CL al 2%, también se observa en la
produccién especifica Figura 12, ya que el perfil de produccién a las dos
concentraciones de susirato es parecido al de la produccién volumétrica (Figura
11). Hay que mencionar el hecho de que la produccién especifica es mayor con
CL al 2%, a pesar que a esta concentracién, existe mayor crecimiento del hongo,
pues la proteina extracelular es 53% mds alta en relacional cultivo con 1% de CL
(Figura 13A), lo cual indica, que si bien hay una contribucién en la produccion
por crecimiento, también existe una estimulacion en la produccién de las enzimas
por adicién de AG. La produccién especifica a las 120 horas de fermentacién con
1% de CL fue de 33.9 U mg™ proteina y con 2%, de 454 U mg™ proteina, lo que
indica una estimulacién en la produccion especifica a 134%, cuando se cultiva al
hongo con 2% del sustrato, en comparacion a cuando se cultiva con 1%.

En relacién, a los grupos reductores durante el transcurse de la
fermentacién en estas condiciones, se observa en la Figura 13B, que el perfil de
reductores es semejante enfre ambas concentraciones de sustrato, por lo que se
puede asumir que la concentracion de cdscara de limon no influye en la cantidad

de reductores generados por el mictoorganismo en el medio de fermentacion.
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FIGURA 12 Produccion especifica de endo-P extracelulares durante la fermentacion por

Aspergillus sp CH-Y-1043 cultivado en cascara de imén al 1% y 2%, con adicién de 1 0 mg-ml-!
de AG a ias 24 horas Cascara de limon al 1% (A); al 2% {B). La flecha indica el tiempo en !

que se adiciond el AG.
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FIGURA 13. Varlacién de la protelna extracelular y de grupes reductores en el medio de
fermentacidn con el tiempo, cuando se cultiva Aspergillus sp CH-Y-1043, en cascara de
lmén 1% y 2%, con adicidn de AG (1.0 mg-mi1) a las 24 horas Proteina extracelular
{A), grupos reductores (B). Cascara de limdn al 1% (—a—), y al 2% {-- 0--} Las condi-
ciones de cultivo sen las sefialadas en la Figura 1,
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En general, estos resultados sugieren dos cosas intcresantes: 1) El efecto
estimulatorio en la produccion de la actividad endo-P por adicidn de AG se
conserva al incrementar la concentracién de CL al 2%, aunque no en la misma
proporcién; 2) Se logré obtener con la adicién de AG y las modificaciones de las
condiciones de cultivo hasta ahora realizadas, un incremento total a 400%, ésto
tomando en cuenta las unidades de enzima que se oblenian en las condiciones
iniciales con CL al 1%, y sin adicién de AG, la que.resulta muy interesante debido
a que este fendmeno no sucede con sustratos purificados. La produccién de endo-
P cuando se cultiva al Aspergilfus sp. CH-Y-1043 en pectina al 1% es mayor que

cuando se cultiva al 2% 6 al 3%.

Estas diferencias en la produccion de la actividad a concentraciones
distintas de pectina y cdscara de limén se pueden deber a fendmenos de represién
catabblica ejercida por el producto final de la hidrélisis de estos sustratos. Por lo
tanto, la concentracién de la fuente de carbono juega un papel muy importante, ya
que una mayor acumulacién de moléculas (2.0 umol mi” a las 120 h de
fermetaccién) que resultan de la degradacion de pectina, reprimen la produccion
de endo-P (Aguilar y Buitrén, 1987), o que no ocurre cuando se cultiva al hongo
en cascara de limén (1.0 umol ml™). Por eso la importancia de esta fuente de
carbono y la concentracion de la misma para lograr una mayor produccion de las

enzimas deseadas.
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PRODUCCION DE ENDO-P A DIFERENTES CONCENTRACIONES
PE INOCULO CUANDO SE ADICIONA AG

Una vez obtenidas las condiciones donde se produjo la mejor actividad, se
procedié a variar la concentracidn de idculo para observar si se podia aumentar
més el producto deseado. Por ésta razén se probo si la concentracion de inéculo en’
el medio de fermentacion tenia un efecto sobre la produccién final de las
endopectinasas. Ln este sentido se prepardé una suspensidon de esporas de
Aspergiffus sp. CH-Y-1043 con una densidad 6ptica total (D.Ot) de cinco (ver
materiales y métodas) de la que se tomaron diferentes volimenes para inocular el
medio de fermentacién. Los voliimenes utilizados de esta suspension fueron 1.0
ml, 2.0 ml y 4.0 ml por cada 100.0 m{ de medio. La primera {ue la utilizada en los
experimentos anteriores.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 14, en donde se
compara la produccion de la actividad endo-¥ a las diferentes concentraciones de
in6eulo utilizadas, cuando se cultiva al hongo en cdscara de limon al 2% y se
adiciona AG a las 24 horas de fermentacion. En la Figura 14, se observa una
mayor produccién de la actividad cuando ef indculo es de 1ml, luego el de 2.0 ml
(Figura 14B) y finalmente el de 4.0 ml (Figura 14C). Los valores a tas 120 horas
de fermentacién fueron: 283 U mi' F, 186 U mI' F, y 18 U ml" F
respectivamente, Tomando como 100% la actividad ebtenida con 1.0 ml de
inécuto, hay una disminucién en la produccion del 34% en cultivos con 2.0 ml de
fnoculo y del 36% con 4.0 ml. Es importante sefialar, que fue similar la

disminucién de la produccién en cultivos sin adicién de AG, pues se observa que
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FIGURA 14 Efecto de la concentracion de indoulo en ta produccidn de la actividad endo-pectinolitica
cuando se adiciona AG (1 0 mg mk?} a las 24 horas, pof Asperalius sp CH-Y-1043, cultivado en
2% en las condiciones descritas en la Figura 1. {nbculo de 1.0 ml {A); de 2.0mt

cascara de limon al

(B}, ¥ de 4.0m! (C) Control, sin adicion de AG, {--®-+), con adicién de AG (--0-+)
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la aclividad endo-P también decrece cuando se incrementa la concentracion de
indculo a 2.0 ml y 4.0 ml con un decremento de 1a actividad def 34% con 2.0 mt y
27% con 4.0 ml, en relacion a la actividad con 1.0 ml de indeulo. Sin embargo el
efecto estimulatorio, por adicion del AG, se presenta en todos los casos, es decir,
existe mayor preduccién de la actividad en cultivos a los que se adiciond AG en
relacion a los que no se adiciond, de hecho el porcentaje de estimulacién fue de
65%, 65% y 44%, con 1.0, 2.0 y 4.0 m] respectivamente.

Es interesante hacer notar que existe mayor produccién de endo-P, cuando
se inocula con 1.0 mi de la suspencién de esporas, a pesar quc la proicina
extracelular es mayor con los indculos de 2.0 ml y 4.0 ml (Figura 15). S¢
esperaria que entre mayor fuera el crecimiento del hongo hubiera un incremento
en la produccién, pero ocurre lo contrario. Este comportamiento pudiera deberse a
la concentracion de grupos reductores, come puede observarse en la Tabla 2, a las
120 horas la cantidad de reductores es mayor con 2.0 ml de indeulo y més atin en
4.0 ml (18% v 26%). Esto podria estar relacionado con la presencia de pectinasas
en las esporas, ya que se ha encontrado que en Aspergilfus sp. CH-Y-1043 se
forman como parte constitutiva de ellas (Aguilar y Huitron, 1993). Por lo tanto all
aumentar la concentracién de esporas en el medio, hay mayor cantidad de este tipo
de enzimas que degradan la CL y a su vez producen los grupos reductores que
reprimen la produccion de Ja actividad enzimética.

Por otro fado en la Figura 16 se compara la produccién especifica de la
actividad endo-P a los diferentes volimenes de indculo y se observa que se
produjo un decremento en la produccién especifica conforme awmenta la
concentracién de indculo en cultivos con adicidn de AG. La produccion especifica
a las 120 horas de fermentacion fue de 45.4 U mg-'proteina. con indculo de 1.0ml
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FIGURA 15, Variacién de la protelna extracelular en el iempo cuando se cultiva

Aspergillus sp CH-Y-1043, en cascara de limdn al 2% y se adicona AG(1.0mgml")a
las 24 horas. Indoule de 1.0 ml (A), de 2.0 m) (B); y de 4.0 ml (C}
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FIGURA 16, Produccién especifica de endo-pectinasas extracelulares, durante la

fermentacion, por Aspergilius sp CH-Y-1043, cultivado en cascara de limén al 2%
con adicion de AG (1.0 mg-ml-') a (as 24 horas, en las condiciones descritas en la
Figura 1. Indcule de 10 ml (A}, de 20ml (B); yde 4.0 ml(C)
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252 U mg” proteina, con 2.0 m!; ¥ 21.5 U mg" proteina, con 4.0 ml, lo cual
indica un decremento en la produccic’m del 43% y 53% con 2.0 ml y 4.0 ml,
respectivamente en relacién a la actividad obtenida con 1.0 ml (100%). Es
interesante sefialar, que esta disminucion se explica en parte, a que la proteina
extracelular {0.84mg mI"), es mayor cuando se inocufan 4.0 ml y 2.0 ml (0.74 mg
mi!) y menor cuando se inocula 1.0 ml (0.62 mg ml''y y como la actividad
especifica es una relacion de fa actividad voluméirica entre la proteina, entonces la
produccion especifica disminuye a mayor concentracion de indculo.

En general los resultados indican que hay mayor desarrolio del
microorganismo cuando se inocula mayor concentracion de esporas en el medio
de fermentacion pero, en estas condiciones ia produccion de la actividad endo-P es
mas baja lo cual puede deberse por una parte a fendmenos de represién catabélica
de estas enzimas, pues como ya se explico, las endo-P se producen
constititivamente en las esporas v al incrementar la concentracion de indculo se
provoca que aumente la cantidad de reductores en el medic. Por eso, la
concentracion de indculo mas adecuada para obtener mayor produccién de la
actividad endo-P &5 la que se obtiene cuando se inocula 1.0 ml de la suspension de
esporas por cada [00.0 ml del medio de {ermentacién, que por clerto fue la

concentracién utilizada en los experimentos anteriores.
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TABLA 2. Concentracién de grupos reductores en el medio de cultivo cuando

se inoculan diferentes voliimenes de una suspensién de esporas de

Aspergillus sp CH-043

[n6culo D.Ot=5l Concentracion G.R Concentracién relativa
(mi- 100mi) (umol mi" ) (%)
1 1.58 100
9 1.87 118
4 1.99 126
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V. CONCLUSIONES

1.- La produccién de endo-pectinasas extracelulares por Aspergillus sp CH-Y-
1043, se estimula considerablemente cuando se cultiva en cscara de limon como
fuente de carbono y se adiciona 4cido galacturdnico (AG} a las 24 horas El efecto

estimulatorio cs menor st la adicién de AG se hace a las 0, 12, 18, 6 36 horas.

2.- Bl efecto estimulatorio en la produceién de endo-pectinasas parece ser
especifico del AG, ya que no se presenta estimulacion en la produccion, cuando se

adiciona glucosa en vez de AG bajo las mismas condiciones experimentales.

3.- La estimulacion de la produccién de las endo-pectinasas por adicién de AG, es

mayor a pHi de 2.3,

4.~ La produccion de endo-pectinasas fue mayor cuando se cultivé Aspergillus sp
CH-Y-1043 en 2% de cascara de limén (CL), sin embargo el efecto estimulatorio

fue 30% menor que cuando se utilizo CIL al 1%.

5.- Tomando como 100%, la produccién de endo-pectinasas en las condiciones
iniciales: sin adicion de AG y cascara de limén al 1%, se alcanzé una produccion
final del 400%, cuando se adiciona AG (1.0 mgmi') y se cultiva al hongo en

cascara de timon al 2%.
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